ZUSCHRIFTEN

Selektivititen (die erstaunlich grof sind) an Oligopeptide bin-
den. Es ist nicht liberraschend, daB sich die von den beiden
Rezeptorklassen gebundenen Sequenzen unterschieden. Die
hier beschriebenen Rezeptoren sind aus einfach herstellbaren
linearen Molekiilen aufgebaut und kdnnen als Prototypen fiir
kombinatorische Bibliotheken von molekularen Pinzetten auf
der Basis vinyloger Sulfonylpeptide dienen, die nach Rezepto-
ren fiir vorgegebene Substrate gescreent werden kdnnen.

Experimentelles

Herstellung von 6b: 7 mg des Sulfonylpeptides 1b wurden in 2 mL CH,CI, geldst
und mit 0.5 mL TFA versetzt. Die Reaktionsldsung wurde 30 min bei 25 °C geriihrt,
anschlieBend bis zur Trockene eingeengt und 2 h im Hochvakuum getrocknet. Der
Riickstand wurde in 1 mL CH,Cl, geldst und mit 20 pL Diisopropylethylamin und
3.5 mg Bispentafluorophenylester § versetzt. Nach 2 d Rihren bei 25°C wurden
5 mg (70 %) des Rezeptors 6b siulenchromatographisch an 20 g Kieselgel (CHCl,/
MeOH 95/5) und Gelchromatographie an 30 g LH20 (CHCI,) isoliert. 'H-NMR
([D3]DMF. 400 MHz): § = 0.94 (12H, d, J = 6.8 Hz): 1.26 (3H, t, J =7.0), 1.32
(6H.d,J=7.0),192(2H. m),3.19(4H, m), 371 2H, q,J = 6.9),3.85(2H, m),
400 (2H,t,J =6.6),4.06 (2H, m). 4.18 (4H, d, J = 6.3),4.63 2H, m), 5.17 (2H,
). 6.58-6.70 (10H, m), 6.87 (2H, dd, /=151, J = 5.6), 7.11 (2H, d, J =9.2),
7.18-7.41 (20H. m), 7.54 2H, d, / =7.6), 7.59 (2H, d, J =8.4), 7.65 (2H, t,
J=64),794(2H.d,J=93),801 2H.d,J=91),842(2H, m, J=9.1), 8.67
(2H, d, J=18), 871 (1H, s), 9.20 (2H, d, J=8.2). HRMS: ber. fir
C,oHysN,,O6Se (M + H) 1691.5210, gef. 1691.5240.

Peptidaffinititsassay mit Rezeptor 6b: Die generelle Vorgehensweise ist in Lit. [5b]
beschrieben. Nach 24 h Aquilibrierung des Rezeptors 6b (Ausgangskonzentration
ca. 250 pm) in CHCI; mit der Tripeptidbibliothek und kontinuierlichem Schiitteln
hatte sich eine Gleichgewichtskonzentration des Rezeptors von 160 um eingestellt.
Ausgehend von der Annahme, daB wir Perlen, deren Rezeptorstellen zu 10% gesit-
tigt sind, als tiefrot gefirbt detektieren, liegt die geschitzte minimale Bindungskon-
stante (K,) fiir Rezeptoren, die in diesem Assay gefunden wurden, bei 694
(AG = —15.9 kJmol ™). 66 der am stiirksten gefirbten Perlen wurden separiert und
decodiert, dabei wurden 58 verschiedene Sequenzen gefunden. Ausgehend von der
Verteilung der mehrfach aufgetretenen Sequenzen schitzen wir die Gesamtzahl der
stark bindenden Sequenzen unter den Assaybedingungen auf ca. 250 aus 50625 [10].

Herstellung von 7: 120 mng Boc-(1-Phe)-(L-Ala)-(L-Val)-NHBn wurde in 7.5 mL
CH,CI, gelost und mit 2.5 mL TFA versetzt. Die Reaktionslosung wurde 1 h bei
25°C geriihrt, anschlieBend zur Trockene eingeengt und 4 h im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Riickstand wurde in 10 mL CH,Cl, gelost, mit 100 uL. Diisopropyl-
ethylamin und 84 mg Bispentafluorphenylester 5 versetzt und 3 d bei 25 °C geriihrt.
Wihrend dieser Zeit bildete sich ein roter Niederschlag. Die Reaktionsmischung
wurde iiber 50 g Kieselgel (CHCl;/MeOH 95/5) filtriert und die Fraktionen, die
ausschlieSlich 7 (Dinnschichtchromatographie) enthielten, mit Gelchromatogra-
phie an 30 g LH20 (CHCI,) gereinigt. Man erhielt so 12 mg (9 %) des Rezeptors 7.
"H-NMR ([Dg]DMF, 400 MHz): 6 = 0.90 (12H, m), 1.25(3H,t,J = 6.9 Hz), 1.34
(6H,d,J =7.2),2.13 (2H, m), 3.16 (2H, m). 3.32 (2H, dd, J =13.6, J = 3.6), 3.61
(2H,q,J=6.9),399 2H,t,J=57),431 2H, t,J = 6.6),4.34 (4H, d, J = 6.0),
4.51 2H,t,J=7.2),4.63(2H, m), 494 (2H, m), 7.08 (2H,d, J = 9.1), 7.14 (2H,
d,J=74),7.17-7.30 (14H, m) 7.41 (4H m), 7.86 (2H, d, J = 8.8), 7.92 2H., d,
J=9.1),8.01(2H,d,J=7.6),8.43(4H, m),8.62(2H,s),8.68(2H,d,J =7.2),8.75
(1H, d, J=6.2). 9.27 (2H, d, J=28.3). HRMS: ber. fir C,;H,,N,,0,;Na
(M + Na): 1341.6070, getunden 1341.6050.

Bindungsassay von Rezeptor 7: Der Assay wurde wie flir Rezeptor 6b beschrieben
durchgefihrt. Die ermittelte Gleichgewichtskonzentration von 7 von 130 um ent-
spricht einer geschidtzten minimalen Bindungskonstante von K, = 855 (AG =
—16.5kImol ~!). 54 Sequenzen, darunter 49 unterschiedliche, wurden decodiert.
Aus der Analyse der Replikate [10] schitzen wir die Zah! der Sequenzen mit hoher
Affinitdt unter unseren Assaybedingungen auf 269.
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Die statistische Auswertung der Sequenzdaten wurde mit dem Programm

SACCS von Dr. Peter Shenkin (Columbia University) durchgefiihrt. Die Ge-

samtzah] bindender Sequenzen in der Bibliothek wird aus einer binomischen

Analyse der Zahl der mehrfach aufgetretenen Sequenzen abgeschitzt und es

gibt einen groben Anhaltspunkt iiber die Sequenzspezifitit des getesteten Re-

zeptors.
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Ein Seryliminoester des Phycocyanobilins als
neues Modell fiir die Chromophor-Protein-
Wechselwirkung des Phytochroms**

Ronald Micura und Karl Grubmayr *

Professor Albert Eschenmoser zum 70. Geburtstag gewidmet

Phytochrom ist der Photorezeptor der Photomorphogenese
in hoheren Pflanzen!l. Es existiert in zwei Formen (P, =
Phytochrom red, P;, = Phytochrom far red), die sich in ihren
Absorptionsspektren (660 bzw. 730 nm) unterscheiden und die
photochemisch ineinander iiberfiihrbar sind. Phytochrom P, 1
ist seiner Struktur nach ein Biliprotein. Durch Photoisomerisie-
rung!?! und eine Sequenz von Dunkelreaktionen!3! wandelt sich

660 nm
ES

Intermediate =———> Pfr
730 nm

- —— His(319) — Ser(320) — Cys(321) — His(322) - ——

HOOC

COOH
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P, in die physiologisch aktive P,-Form um. Die Dunkelreaktio-
nen sind spektroskopisch gut charakterisiert; die Struktur der
beteiligten Intermediate und die der P;,-Form sind jedoch weit-
gehend unbekannt[1,

Wir berichten hier iiber ein neues Phytochrom-Modell. Den
Ausgangspunkt bildet die Modellverbindung 2!5-¢), deren
Chromophor dem strukturverwandten Phycocyanobilin ent-
stammt und deren dipeptidische Komponente der Ser(320)-
Cys(321)-Teilstruktur der P-Form entspricht. Die kovalente
Verkniipfung des Chromophors iiber die Hydroxygruppe des
Serins unter Bildung des Iminoesters 3 steht dabei im Vorder-
grund. Diese Reaktion reprisentiert eine noch unberiicksich-
tigte Form méglicher Chromophor-Protein-Wechselwirkungen
mit charakteristischen Auswirkungen auf Reaktivitit und
Lichtabsorption.

MeOOC COOMe MeOOC COOMe

AcO~

COOMe

MeOOC COOMe MeQOC

Schema 1. a) CHCl,; Zn(OAc),/tBuOH; Et,N; 25°C; 10 min. b) Ac,0; 55°C;
50 min. ¢) NaHCO,/H,0; (22%). d} H;O/CHCl;; CF,COOH; 25°C; 10 min
(100%). Cbz = Benzyloxycarbonyl.

Die Synthese von 3 aus 2 (Schema 1; Tabelle 1) gelingt in einer
Eintopfreaktion. Das Konzept nimmt Bezug auf die Synthese
und das Reaktionsverhalten von Oxoniaporphinato-I7' und
Oxoniachlorinato-Metallkomplexen!®. Mit der Bildung des
Zinkchelats I wird die entscheidende Anderung der Chromo-
phorstruktur, die Tautomerisierung des Ring-A-Lactams in sei-
ne Lactimform, bereits im ersten Schritt vorgenommen. Ledig-
lich der chemischen Aktivierung dient die nachfolgende O-Ace-
tylierung: Sie bewirkt die kinetisch begiinstigte Cyclisierung
zum Oxoniachlorinatozinkacetat Il und ermdglicht den regiose-
lektiven Angiff der serinischen Hydroxygruppe an Ring A. Die
Dekomplexierung erfolgt bei der Aufarbeitung mit wiBrigem
Natriumhydrogencarbonat.

Der Ubergang von 2 nach 3 wird mit einem Farbwechsel von
blauviolett nach tirkisblau augenfillig. Das AusmaB der
bathochromen Verschiebung betrigt etwa 75 nm (Abb. 1, un-
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Abb. 1. CD-Spektren (oben) und UV/Vis-Spektren (unten) von 2 und 3: CHCl,; ca.
3x107 %M

Tabelle 1. Ausgewihlte NMR-spektroskopische Daten fiir 2 und 3.

2: 'H-NMR: (360 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): 6 = 6.65 (s, 1 H; H-(C10)), 5.97 (s,
1H; HAC15)), 5.56 (s br, 1H; H-(C5), 430 (ddd, *J(H,H)=8.1Hz,
3J(H,H) = 39 Hz, *J(H,H) = 3.0Hz, 1H; H=-Ser), 3.82 (dd, 2J(H,H) =11.0 Hz,
SJHH) = 3.0Hz, 1H; H(1)"Ser), 349 (dd, 2(H,H) =11.0 Hz, *J(HH) =
3.9 Hz, 1H; H(2)"-Ser); '*C-NMR (90 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): 4 =178.50
(C1), 112.38 (C10), 96.80 (C15), 92.55 (CS5), 62.89 (C*-Ser)

3: 'H-NMR: (360 MHz, CDCl,, 25°C, TMS): 6 =11.85 (br., 1H; NH Ring B),
9.98 (s, 1H; NH Ring D), 6.81 (s, 1H; H-(C10)), 6.06 (d, 2J(H,H) =11.5 Hz,
3J(H,H) = 0 Hz, 1H; H(1)-Ser), 5.90 (s, 1H; H-(C15)), 5.76 (d, *J(H,H) = 0.5 Hz,
1H; HA(CS)),4.15(dd, *J(H,H) = 6.9 Hz, *J(H,H) = 3.5 Hz, *J(H,H) = 0 Hz, 1 H:
H*-Ser), 3.69-3.65 (verdeckt, 1H; H(2)P-Ser); *C-NMR (90 MHz, CDCl,, 25°C,
TMS): 6 =182.23 (C1), 116.65 (C10), 101.63 (C5), 97.66 (C15), 68.17 (C*Ser)

ten) und wird mit der Donor-Acceptor-Umkehr bei der Trans-
formation des Ring-A-Lactams (N - C=0) zum Lactimether
(N=C « O) verstindlich. In 3 erstreckt sich die konjugative
Donor-Acceptor-Stabilisierung iiber den gesamten Chromo-
phor und reicht, im Unterschied zu 2, vom Ring-A-Lactim-
sauerstoff bis zum Ring-D-Lactamsauerstoff. Fiir eine qualita-
tive Beschreibung der Elektronenanregung geniigen demnach
die Grenzstrukturen A und B. Ihre porphyrindhnliche Chromo-

phorgeometrie schafft in A eine kurze Lactimether-Lactam-Di-
stanz und in B einen geringen (O * /O ~)-Abstand ; somit wird der
Aufbau des elektrischen Ubergangsmoments begiinstigt. Ande-
re experimentelle Daten stehen mit dieser Geometrie im
Einklang: Die (4Z,10Z,15Z,5syn,9syn,14syn)-Anordnung des
Chromophors ergibt sich aus dem Vorliegen charakteristischer
Kreuzsignale in den H,H-NOESY-Spektren!®!; die zugehérige
P-Helix ist Uber den Vorzeichenwechsel der Cottoneffekte bei
354 nm und 667 nm (Abb. 1, oben) ableitbar!!®.

Im Hinblick auf die Photochromie des Phytochroms erlaubt
die Annahme eines Seryl-Ring-A-Iminoesters eine erste, experi-
mentell abgesicherte Vorstellung tiber die Art der in Frage kom-
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menden Chromophor-Protein-Wechselwirkung. Neben der
richtigen Wiedergabe der absorptionsspektroskopischen Ande-
rungen beriicksichtigt das Modell aber auch die fiir biologische
Regelsysteme verbindliche Méglichkeit zur Riickreaktion: Die
Hydrolyse des Iminoesters 3 zum Lactam 2 verlauft sdurekata-
lysiert innerhalb weniger Minuten.

Im Reaktionsschema des Phytochroms wire einem Ser(320)-
Iminoester aufgrund seiner Absorptionseigenschaften und sei-
nes chemischen Potentials der Platz eines Intermediats in der
Néhe der P,-Form zuzuweisen. Grundsitzlich spricht auch
nichts gegen die Annahme, dal} das Strukturelement des Imi-
noesters in der P, -Form selbst erhalten bleibt; vor allem auch,
weil 3, ebenso wie 2, an der zu Ring D exocyclisch liegenden
Doppelbindung photoisomerisierbar ist!'!) und damit die von
einem tauglichen Phytochrom-Modell geforderte Photoreversi-
bilitit gewdhrleistet.
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Estramycine: eine neue Familie von Diradikal-
vorldufern ausgehend von Ostradiol **

Jing Wang und Pierre J. De Clercq*

Vor kurzem wurde eine neue Klasse von Cytostatica/Antibio-
tica bakterieller Herkunft entdeckt. Diese besteht aus Neocarzi-
nostatin, den Esperamicin- und Calicheamicin-Familien, Dyne-
micin, Kedarcidin und C-1027 und er6ffnet neue Perspektiven
in der Chemotherapie von Krebserkrankungen!'!. Die biologi-
sche Aktivitdt dieser Verbindungen besteht in der Spaltung der
DNA durch Diradikale, die bei der Aktivierung mehrfach unge-
sittigter cyclischer Strukturelemente entstehen. Erst kiirzlich
wurde iiber DNA-spaltende Verbindungen berichtet, in denen
die Einheit, die das Diradikal bildet, an bekannte DNA-Interca-
latoren oder an Verbindungen, die sich an die kleine Furche der
DNA anlagern, gebunden war!?!. Ferner wurde mit den Taxa-
mycinen eine neue Familie synthetischer Endiine beschrieben, in
der die ungesdttigte Einheit in eine Verbindung mit bekannter
Antitumorwirkung wie Taxol eingebettet ist!3!.

Wir untersuchen die chemotherapeutische Wirkung von
Estramycinen, Verbindungen, in denen das potentielle Diradi-
kal in Ostradiol eingebaut wurde, da durch die Anbindung von
Cytostatica an Hormone deren chemotherapeutische Aktivitédt
gegen die auf Hormone ansprechenden Tumoren verstirkt wer-
den kann!, Da Mammakarzinome beim Menschen gew6hnlich
reich an Ostrogenrezeptoren sind, erscheinen gerade Ostrogene
— und insbesondere Ostradiol — als geeignete Triiger (Vektoren)
fiir cytotoxische Verbindungen, um diese in die Zellkerne von
rezeptorreichen Zellen zu transportieren®®!. Die in Schema 1 ge-
zeigten cyclischen Endiine und Alkeninallene sind potentielle
Vorldufer, aus denen durch Bergman- bzw. Myers-Cyclisierun-
gen die Diradikalzwischenstufen entstehen sollten!® "1,

Beim Entwerfen solcher Hybridmolekiile sollten sowohl die
Reaktivitit des ungesittigten Systems als auch die Affinitit des
modifizierten Ostradiols zum Ostrogenrezeptor beriicksichtigt
werden. Ganz entscheidend fiir die Auswahl einer erfolgverspre-
chenden Zielverbindung ist die Kenntnis der strukturellen

V4

{

Bergman Myers

| |

Schema 1. Mogliche Reaktionswege von Estramycinen zu Diradikalen.

H
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